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緒言 
 
微生物は、地球上のバイオマスの約 80%を占めるとされ[3]、どのような環境
に対しても、物理的に到達可能なほとんどの環境に生息する。ヒト、動物のか
らだに対しても同様である。外部環境と接する皮膚や粘膜面には、膨大な数の
細菌が共生しており、これらは常在細菌叢と称す[38]。特に、大腸内腔は、細
菌にとって最適な環境を提供しており、多数の細菌が棲息しているとされる。
細菌群は、体表や腸管内で増殖し、さまざまな代謝物を恒常的に産生・分泌し
ている。そのため、常在細菌叢は、宿主の生理・病理と密接に関係する。ヒト
において、常在細菌叢の部位別の総数は、皮膚 1 兆個、口腔 100 億個、胃 1 万
個、小腸 1兆個、大腸 1000 兆個となっており、特に腸内細菌の細菌叢が占める
割合が大きく、宿主の健康に大きな影響を与えている[47]。 
従来、腸内細菌叢の研究は、培養法による菌の生物学的・生化学的性状を詳
細に調べる方法が主流であった。しかし、この方法では、培養が困難な嫌気性
菌や少数菌の解析は難しかった。近年、次世代シーケンサーの登場により、常
在細菌叢から直接ゲノム DNA を抽出し、配列を決定する「メタゲノム解析」が
可能になり[48]、優勢菌種のみではなく、難培養菌や少数比率の菌の存在情報
も得られるようになった。このメタゲノム解析の確立により、腸内細菌叢の研
究では多くの知見が報告され、医療分野を始め様々な分野で関心が高まってい
る。 
メタゲノム解析により、ヒト腸内の常在菌叢は、Firmicutes と Bacteroidetes
の 2 つの門が最優勢を占め、Actinobacteria、Proteobacteria を含めて腸内細
菌叢が構成されている。それらは、1人あたり数百の菌種から構成され、その菌
種構成は個人ごとに異なる[11]。腸内細菌叢の構成は年齢、居住地、食習慣、
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地域環境、動物種により変動する[5, 39, 75]。De Fillipo らは、食事などの生
活習慣と生活環境の公衆衛生等が大きく異なるアフリカとヨーロッパにおける
子供の腸内細菌叢の構成を比較し、ヨーロッパの子供たちは、Firmicutes が優
勢で、Bacteroidetes に属する菌は全体の 30%を占めるにとどまっていたが、ア
フリカの子供は、Bacteroidetes が全体の 70%以上を占めており、両者に顕著な
違いが観察されることを報告した[13]。これら腸内細菌叢の構成の違いはその
他にも報告されており、地域や民族の違い、食事や摂取カロリーの違いによる
ものだと考えられているが、腸内細菌叢の構成変化に貢献する因子の特定には
至っていない[70]。 
腸内細菌叢は、免疫細胞の活性化や分化誘導を促し腸管免疫に重要な役割を
担っていることが明らかとなっている[6, 19, 28]。また、腸内細菌叢と炎症疾
患やアレルギー疾患に関する疫学調査から、腸内細菌叢の構成がそれら疾患の
発症率と関与していることが報告されている[9, 22, 31, 77]。その例として、
乳児期の抗生剤処置による腸内細菌叢の変動とそれに伴う免疫疾患との関連性
が指摘されている[65]。上記と類似した報告として、ヒトの幼児期における抗
生剤処置によりアレルギー疾患の発症率増加が報告されている[74]。また、
Mutius らは、アレルギー疾患の発症のリスクファクターは、2 歳までの抗生剤
の経口投与歴と関係すると報告している[43]。このように、乳児期の腸内細菌
叢は、生後から離乳後まで大きな変化を示し、幼児期に成人の構成叢になるこ
とから[39]、その時期の薬剤による菌叢変化は免疫応答系に影響する可能性が
指摘される[66]。この点については、動物実験で検証されている。Imani らは、
生後から無菌維持で成長したマウスはヘルパーT 細胞 2 型(Th2)応答が優位であ
り、正常な腸内細菌叢をもつ健常マウスに比べ、食物アレルギー症状が悪化す
ると報告している[25]。さらに、離乳直後のマウスに抗生剤を経口投与して、
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一過性に腸内細菌を除去すると、成長した後も Th2 反応が優位な免疫反応が続
くことが明らかとなっている[25]。以上の研究から、若齢期の抗生剤投与が腸
内細菌叢の構成を変化させ、その変化に伴い Th2 系の反応やアレルギー疾患リ
スクを増加させる可能性が推察されるが、詳細な免疫応答に関する機序は明ら
かになっていない。 
腸内細菌叢の構成の乱れや免疫機能の改善を目的に、プロバイオティクスが
用いられる。プロバイオティクスとは、腸内細菌のバランスを改善することに
より宿主に保健効果を示す生きた微生物と定義されている[16]。プロバイオテ
ィクスは、正常な腸内常在菌の維持と調節により腸内環境改善(整腸)作用を有
する。プロバイオティクスの整腸作用は、便秘や下痢の改善以外には、アレル
ギー疾患の症状の軽減作用も報告されている[30, 44]。プロバイオティクスに
は、乳酸菌、酪酸菌、および納豆菌などが含まれ、特に、Lactobacillus や
Bifidobacterium に代表される乳酸菌は、樹状細胞に取り込まれ、サイトカイン
産生を促進することで腸管の免疫応答に関与することが明らかとなっている
[23, 34]。乳酸菌の中でも、Lactobacillus は、ヒトの腸内に常在する菌種であ
り、プロバイオティクス製品としても使用されている。Lactobacillus のプロバ
イオティクスとしての機能として、免疫賦活化作用や炎症抑制機能の報告があ
り[44, 49]、腸内の Lactobacillus の炎症病態への関連が示唆されるが、詳し
い機能は明らかになっていない。 
以上のように、腸内細菌叢の構成が、免疫応答に関与することが報告されて
いる。しかし、腸内細菌叢の構成変化が、全身もしくは腸管の免疫応答に対し
どのような役割を果たしているか、その詳細なメカニズムはまだ解明されてい
ない。本論文では、腸内細菌叢を改変したマウスモデルを用いて、腸内細菌叢
の変化と宿主の免疫応答への影響を明らかにし、その関係性について検討する
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ことを目的とした。 
第 1 章では、若齢マウス(6 週齢)に複合抗生剤処置し腸内細菌叢を改変させ、
それらマウスの腸内細菌叢のメタゲノム解析と免疫応答性の変化について検証
した。 
第 2 章では、プロバイオティクスとしての Lactobacillus 菌株の免疫賦活化
作用に着目し、抗生剤処置により腸内細菌叢の構成が変化したマウスに対して、
3菌種の Lactobacillus を投与し腸内細菌叢および免疫機能の変化を検討した。 
第 3章では、卵白アルブミン(OVA)誘導性肺炎症が腸内細菌叢構成の違いで病
態がどのように変化するのか比較解析し、Lactobacillus 投与によるその炎症病
態の変化を検討した。 
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第 1章 抗生物質投与による腸内細菌叢の構成変化と免疫応答の変化 
 
1. 序文 
 
ヒトや動物の腸管内には、多種多様な細菌が存在し、複雑な腸内細菌叢が形
成されている。この腸内細菌叢は、代謝、免疫系の成熟、病原菌の増殖抑制な
ど様々な生理活性を担っており、腸内細菌叢と宿主の健康との関係性の解明が
注目されている[27, 36, 54]。 
従来、腸内細菌叢の解析法は、菌を培養し、その生物学的・生化学的性状を
調べるのが主流であったが、この方法では、培養が困難な菌や菌叢中に占める
割合が少ない菌は、解析が難しかった。近年、16S rRNA 遺伝子を標的とした分
子生物学的手法の解析が行われるようになり[48]、次世代シーケンサーの開発
と応用に伴い、腸内細菌叢のメタゲノム解析により網羅的な細菌構成を把握す
ることが可能になった。 
メタゲノム解析の知見から腸内細菌叢の構成は、年齢、居住地、民族、食習
慣、地域環境により変動することが報告されている[5, 13, 75]。ヒトの腸内細
菌叢の構成は、Firmicutes と Bacteroidetes の 2 つの門が最優勢を占め、その
構成比は個人ごとに異なることが明らかになっているが、健常人では
Firmicutes が優勢となっている[11]。炎症性腸疾患や食物アレルギーの罹患者
においては、Firmicutes の減少と Bacteroidetes の増加により構成比が逆転す
ることが報告されている[31, 77]。また、腸内細菌叢の多様性の低下は炎症性
疾患と関与しており、Firmicutes の多様性の低下が炎症性疾患を悪化させるこ
とが明らかになっている[9, 22]。このように、腸内細菌叢の構成、特に
Firmicutes と Bacteroidetes の構成比やその多様性の変化は、炎症疾患やアレ
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ルギー疾患との関与が示唆されている。 
腸内細菌叢の構成を変化させる要因の一つに、抗生剤投与がある。抗生剤処
置に伴う腸内細菌叢の変化は、喘息や食物アレルギーなどのアレルギー疾患や
インフルエンザウイルス感染症の症状悪化を誘発することが指摘されている
[24, 65]。若齢期からの抗生剤処置は、アレルギー疾患と関与する報告がある
[74]。以上のように腸内細菌叢の構成変化とアレルギー疾患や炎症性疾患との
関与が報告されているが、免疫細胞の割合の変化やそれらの応答性についての
詳細は不明な点が多い。そこで、第 1 章では、若齢期における抗生剤処置によ
りもたらされる腸内細菌叢の変化および、その変化が免疫機能に及ぼす影響に
ついてマウスモデルを用いて調べた。 
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2. 材料・方法 
 
抗生剤投与マウスモデル作成 
健康な BALB/c マウス(6 週齢)を使用した。マウスは、滅菌ケージ、滅菌床敷
き、滅菌水道水と滅菌飼料で管理した。抗生剤(ABT)処置は、腸内細菌叢の多様
な菌に広く作用して構成を変化させるために、グラム陽性菌や陰性菌に広い抗
菌スペクトルをもつ 3 種(ペニシリン（1000 単位/ml、Meiji Seika ファルマ株
式会社、東京、日本）、カナマイシン（1 mg/ml、Meiji Seika ファルマ株式会社）、
ストレプトマイシン（1 mg/ml, Meiji Seika ファルマ株式会社）)を複合して飲
水投与した[32, 67, 71]。抗生剤投与したマウス群(以下、ABT 群)は、複合抗生
剤を 1 週間、自由飲水にて投与した後、滅菌水道水と滅菌飼料で飼育した。対
照マウス群(以下、CN 群)は、滅菌水道水と滅菌飼料を実験期間中与えた。抗生
剤投与から 2週後(8 週齢時)に直腸便、腸間膜リンパ節(MLN)、パイエル板(PP)、
および脾臓の採材を行った。本研究は、酪農学園大学実験動物委員会における
動物倫理審査の承認(VH14A3)を受け遂行した。 
 
腸内細菌の培養法による生菌数解析 
マウスより採材した直腸便は直ちに、希釈液(KH2PO4(キシダ化学株式会社、大
阪、日本) 0.45 g、Na2HPO4・12H2O(関東化学株式会社、東京、日本) 1.68 g、L‐
システイン HCl・H2O (キシダ化学株式会社)0.05 g、Tween80(キシダ化学株式会
社) 0.05 g、寒天(伊那食品工業株式会社、長野、日本) 0.1 g を蒸留水 1 L に
溶解し、121℃15 分で滅菌処理したもの)を用いて、直腸便を 10 倍段階希釈によ
り、101から 107に希釈した。直腸便希釈溶液は、変法 LBS 寒天培地(日水製薬株
式会社、東京、日本)、BS 寒天培地(日水製薬株式会社)、DHL 寒天培地(日水製
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薬株式会社)、GAM 寒天培地(日水製薬株式会社)に 50 µl ずつ塗布した。DHL 培
地は好気条件下で 24 時間、変法 LBS 寒天培地、BS 寒天培地、GAM 寒天培地は嫌
気環境下で 48 時間、それぞれ 37℃で培養を行った。培養終了後、各寒天培地の
コロニー数を計測し、糞便 1 g 当たりの Colony forming unit (CFU)を算出した。
本研究で使用した選択培地で測定できる菌種は、変法 LBS 寒天培地は
Lactobacillus 属菌、BS 寒天培地は Bifidobacterium 属菌、DHL 寒天培地は大腸
菌群、GAM 寒天培地は総嫌気性菌である。 
 
腸内細菌叢のメタゲノム解析 
各マウスより採材後-80℃保存した直腸便から、QIAamp DNA Mini kit (QIAGEN, 
Hilden, Germany) を用いて DNA を抽出した。その後、16S rRNA の V1-V2 領域を
プライマー(27Fmod: 5’-AGR GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ and 338R: 5’-TGC 
TGC CTC CCG TAG GAG T-3’)を用いて増幅した。メタゲノム解析は、318 chip and 
Ion PGM Sequencing 400 kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
を用いて Ion PGM sequencer を使用した。得られたデータは、the QIIME pipeline
より解析を行った[14]。 
 
フローサイトメトリー 
各マウス群から採取した脾臓をナイロンメッシュにより濾過し、塩化アンモ
ニウム(0.8%)で溶血後、PBS 洗浄し単核球細胞を得た。この脾細胞は、リンパ球
サブセット解析に用いられた。検出には、抗マウス CD3-FITC 抗体(Beckman 
coulter, Brea, CA, USA)、抗マウス CD19-PE 抗体 (Beckman coulter)、抗マウ
ス CD4-FITC 抗体(Beckman coulter), 抗 CD8a/Lyt-2-PE 抗体(Beckman coulter)
を用いた。 
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サイトカイン遺伝子発現 
各マウス群から採取した MLN、PP ならびに脾臓からナイロンメッシュにて濾
過し塩化アンモニウム(0.8%)で溶血して PBS で洗浄して単核球細胞を得た。T細
胞の刺激応答を解析するために、脾細胞をコンカナバリン A (Con A) (3 μg/ml)
で 5時間刺激した。回収した MLN、PP、ならびに Con A 刺激した脾細胞から、RNeasy 
Mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)で RNA を抽出した。得られた RNA から、
First Strand cDNA Synthesis kit (Roche, Basel, Switzerland)を用い、oligo 
d(T)プライマーにて cDNA を合成した。各サイトカイン (インターフェロン
(IFN)-γ, インターロイキン(IL)-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, ト
ランスフォーミング増殖遺伝子(TGF)-β, ならびに内在性コントロールとして
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH))の mRNA の発現を、
QuantiTect SYBR Green kit (QIAGEN)を用いて Light cycler (Roche)で解析し
た。得られたデータは、GAPDH 遺伝子発現より標準化した。サイトカイン遺伝子
発 現 を 測 定 す る た め に 用 い た PCR プ ラ イ マ ー は 、 IFN-γ, sense 
5’-TGAAAGCCTAGAAAGTCTGAATAA-3’, antisense 
5’-GTTGTTGCTGATGGCCTGAT-3’: IL-6, sense 5’-CAGAGGATACCACTCCCAACA-3’, 
antisense 5’-TGAATTGCCATTGCACAACT: IL-13, sense 
5’-CCAGGGCTACACAGAAGTGC-3’: TGF-β, sense 5’-AGCCCTGTATTCCGTCTCCT-3’, 
antisense 5’-CAATTCCTGGCGTTACCTTG-3’ and  GAPDH, sense 
5’-CGTGAGTGGAGTCATACTGAT-3’, antisense 5’-AACGGATTTGGCCGTATTG-3’ で
ある。 IL-4 ,IL-10, IL-12,および IL-17 遺伝子発現は、QuantiTect Primer 
Assays (QIAGEN)を用いて測定した。 
 
 
10 
 
統計処理 
統計上の有意差検定は、CN 群と ABT 群の両群間で、Student’s t-test で行
い、p 値が 0.05 未満の場合は有意差があると判定した。腸内細菌叢の主成分分
析は、統計ソフトウェア R version 3.4.0 (R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria)を用いた。 
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3. 結果 
 
腸内細菌叢の解析 
抗生剤処置による腸内細菌叢各菌種の変化を培養法により比較した結果を図
1に示す。 
総嫌気性菌(総生菌数)は、CN 群は 9.3 ± 0.1 log CFU/g、ABT 群は 9.1 ± 0.3 
log CFU/g となり、群間に有意な差はなかった。Lactobacillus 属菌は、CN 群は
9.2 ± 0.1 log CFU/g 検出されたのに対し、ABT 群は LBS 寒天培地では検出さ
れなかった。Bifidobacterium 属菌は CN 群が 7.9 ± 0.4 log CFU/g、ABT 群が
8.1 ± 0.3 log CFU/g、大腸菌群では、CN 群が 4.5 ± 0.3 log CFU/g、ABT 群
が 4.8 ± 0.5 log CFU/g となり、両群間に有意差は認められなかった。 
メタゲノム解析を実施したサンプルの 16S rRNA 遺伝子のリード数は、14,229 
± 2,634 であった。メタゲノム解析において門レベルで得られた結果を図 2 に
示す。CN 群の Firmicutes は、Relative abundance (RA): 58.1 ± 14.4%検出菌
の中で優勢菌を示したが、ABT 群では、Firmicutes が RA: 40.3 ± 10.1%と減
少し、Bacteroidetes が RA: 59.4 ± 10.2%と増加し優勢菌となった。
Actinobacteria における、CN 群の RA 値は 0.5 ± 0.2%を示したが、ABT 群では
Actinobacteriaが検出されなかった。Proteobacteriaは、CN群がRA: 1.4 ± 1.0%、
ABT 群が RA: 0.1 ± 0.1%となり、ABT 群の値は CN 群に比べ減少した。腸内細菌
叢のメタゲノム解析結果による主成分分析した結果を図 3 に示した。クラスタ
ー解析において、CN群とABT群はそれぞれ異なる分布でクラスターを形成した。
科レベルにおいて検出されたすべての菌を表 1に示した。CN 群は、19 種の菌が
検出できたのに対し、ABT 群は 13 種と減少し、約 30%の検出菌数の減少がみら
れ、多様性が低下していた。培養法において、Lactobacillus 属菌は ABT 群から
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検出されなかったが、メタゲノム解析においては、Lactobacillaceae が RA: 12.8 
± 3.3%検出され、CN 群の RA: 15.3 ± 7.6%と比べ、ほぼ同比率であった。 
 
腸管付属リンパ組織のサイトカイン発現 
腸内細菌叢の変化に伴う腸管免疫の影響を検討するために、腸管付属リンパ
組織である腸間膜リンパ節(MLN)とパイエル板(PP)のサイトカイン遺伝子発現
を各群で比較した。ABT 群と CN 群の遺伝子発現を比較した結果、測定した全て
のサイトカイン発現が ABT 群で低下を示した。ABT 群で有意に低下したサイトカ
インは、MLN における TGF-βと PP の IL-6 発現であった(p < 0.05、図 4)。 
 
脾細胞のリンパ球サブセット 
腸内細菌叢の構成の変化に伴う脾細胞のリンパ球サブセットを測定した結果
を図 5 に示す。CD3 陽性細胞の変化では、ABT 群において約 13%の有意な減少が
認められた(p < 0.05)。その内 CD4 陽性細胞において、ABT 群は約 9%減少し、
CD8 陽性細胞は約 6%減少し、CN 群と比較し有意に減少した(p < 0.05)。一方、
CD19 細胞は、ABT 群で約 19%と有意に上昇することが示された(p < 0.01)。 
 
脾細胞の Con A に対するサイトカイン応答 
ABT 処置により Con A 刺激に対する脾細胞のサイトカイン遺伝子発現を比較
した結果を図 6 に示す。ABT 群のサイトカイン遺伝子発現は、CN 群と比較して
低かった。ABT群において有意な発現低下を示したサイトカインはIFN-γ、IL-6、
ならびに IL-13 であり、CN 群の相対発現量を 1 とした場合、各 ABT 群の相対発
現量は、IFN-γは 0.07、IL-6 は 0.16、IL-13 は 0.05 であった（p < 0.05、図
6)。  
13 
 
 
 
  
 
図 1. 抗生剤投与による腸内の生菌数 
対照(CN)群、抗生剤処置(ABT)群の各群マウスの直腸便中の生菌数を測定し、の
Lactobacillus 菌数、Bifidobacterium 菌数、大腸菌群数、総菌数について示し
た。縦軸は、log CFU/g を示した(n＝6)。 
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図 2. 抗生剤処置による腸内細菌叢変化（門レベル） 
対照(CN)群、抗生剤処置(ABT)群の各群マウスの腸内細菌叢をメタゲノム解析し
門レベルの変化（Firmicutes、 Bacteroidetes、Actinobacteria、ならびに
Proteobacteria）を図に示した(n=6)。 
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図 3. 腸内細菌叢における門レベルの主成分解析 
対照(CN)群、抗生剤処置(ABT)群の各群マウスの腸内細菌叢をメタゲノム解析し
門レベルの菌種を主成分分析を行い、各個体の結果を示した(n=6)。 
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表1. 抗生剤(ABT)処置による腸内細菌叢の変化 
門 科 
CN 群 ABT 群 
平均 
(%) 
SE 
 
平均 
(%) 
SE 
 
Firmicutes Lactobacillaceae 15.30 7.56 12.80 3.26 
Streptococcaceae 0.82 0.61 0.00 0.00 
Turicibacteraceae 0.12 0.22 0.10 0.12 
Clostidiales 22.92 11.63 13.62 6.70 
Clostridiaceae 0.72 1.12 0.18 0.09 
Dehalobacteriaceae 0.05 0.05 0.07 0.07 
Lachnospiraceae 10.60 5.51 5.82 1.78 
Ruminococcaceae 5.60 2.26 6.90 4.51 
Mogibacteriaceae 0.30 0.06 0.10 0.08 
Erysipelotrichaceae 1.20 0.85 0.37 0.20 
Bacteroidetes Bacteroidaceae 6.57 3.79 18.67 7.75 
Prevotellaceae 1.70 1.24 9.77 2.90 
Rikenellaceae 3.63 1.42 4.92 3.24 
Bacteroidales S24-7 26.82 9.24 26.00 6.64 
Odoribacteraceae 0.10 0.06 0.00 0.00 
Proteobacteria Alcaligenaceae 0.33 0.20 0.00 0.00 
Desulfovibrionaceae 0.62 0.35 0.00 0.00 
Enterobacteriaceae 0.45 1.01 0.00 0.00 
Actinobacteria Coriobacteriaceae 0.48 0.19 0.00 0.00 
メタゲノム解析を用いて、対照(CN)群、抗生剤処置(ABT)群の各群マウスの腸内
細菌叢の科レベルで同定された菌の相対比の平均と標準誤差(SE)を示した
(n=6)。 
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図 4. 腸管リンパ器官(腸間膜リンパ節(MLN)、パイエル板(PP))のサイトカイン
遺伝子発現 
対照(CN)群、抗生剤処置(ABT)群の各群マウスの MLN と PP のサイトカイン遺伝
子発現を、GAPDH の発現で標準化し、CN 群を 1とした時の相対発現量を示した
(n=4)。* p < 0.05  
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図 5. 脾細胞のリンパ球サブセット解析 
対照(CN)群、抗生剤処置(ABT)群の各群マウスの脾細胞中のリンパ球サブセット
(CD3、CD19、CD4 および CD8 陽性細胞率)を示した。縦軸には、リンパ球中にお
ける各細胞の割合を示した。グラフは平均値と標準誤差を示した(n＝4)。 
* p < 0.05、** p < 0.01 
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図 6. コンカナバリン(Con A)刺激した各群由来脾細胞のサイトカイン発現 
対照(CN)群、抗生剤処置(ABT)群の各群マウス由来の脾細胞を Con A(3 μg/mL)
で 5 時間刺激した。刺激細胞のサイトカイン遺伝子発現を GAPDH 遺伝子発現に
より標準化した。縦軸は、CN 群を 1とした時の相対発現量を示した(n=4)。 
* p < 0.05  
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4. 考察 
 
腸内細菌叢は、宿主の免疫機能と密接な関係が指摘されている[22, 45, 70]。
本章は、ABT 処置が及ぼす免疫応答への影響を検討する目的で、ABT 処置により
腸内細菌叢を改変させたマウスモデルを作成した。それらマウスの腸内細菌叢
の構成を培養法とメタゲノム解析により調べた。ABT 処置したマウスは、培養法
では総生菌数に変化を示さなかったが、マウスで優勢菌である Lactobacillus
属菌が検出されなかった。Bifidobacterium 属菌や大腸菌群は、ABT 処置による
変化はなかった。以上から、培養法では Lactobacillus 選択培地で増殖する菌
が消失することが明らかとなったが、培養できない菌叢の詳細な変化を確認す
ることは困難であった。そこで、同一サンプルをメタゲノム解析した結果、優
勢菌であった Firmicutes が、ABT 処置により有意に減少し、Bacteroidetes が
優勢菌となることが明らかになった。主成分分析とクラスター分析では、各 ABT
群と CN 群は分かれており異なる菌叢構成であることが示された。科レベルの比
較解析から、ABT 処置により Proteobacteria と Actinobacteria が検出されなく
なり、検出された菌種数は全体で約 30%減少することが明らかとなり、構成菌の
多様性が低下することが示唆された。これらの結果から、ABT 処置は、腸内総生
菌数は変化させず、その菌構成比と多様性を低下させることが明らかとなった。
また、培養法において、ABT群においてLactobacillus属菌の検出はなかったが、
メタゲノム解析では、Lactobacillus が含まれる Lactobacillaceae が CN 群と同
比率検出された。この結果は、ABT 処置により Lactobacillus 生菌数の減少がみ
られても、Lactobacillaceae の核酸レベルの菌数は減少しないことが示唆され
た。 
腸内細菌叢の構成が、アレルギー疾患や炎症性疾患の罹患率に関与している
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ことが報告されている[10, 52, 72]。そして、腸内細菌叢の多様性の低下も、
アレルギー性の疾患発症と関与することが指摘されている[50, 68]。本章では、
ABT 処置は、腸内細菌叢を変化させるとともに脾臓における CD3 陽性細胞の減少
と CD19 陽性細胞の増加が認められた。これらの変化に類似した報告として、ABT
処置により小腸と大腸中の CD3 陽性細胞(CD4、CD8 陽性細胞)を減少させること
が報告されている[12]。また本章では、MLN や PP における IFN-γ、IL-4、IL-6
ならびに IL-17 のサイトカイン遺伝子発現が ABT 処置により減少することを確
認しており、これらの発現低下が CD3 陽性細胞の減少と関連する可能性が推察
された。ABT 群の Con A 刺激に対する脾細胞応答では、CN群と比べ、IFN-γ, IL-4, 
IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, ならびに TGF-β発現が減少し、特に IFN-γ, IL-6,
ならびに IL-13 発現は有意に減少した。IFN-γは、Th1 型細胞から産生されるサ
イトカインであり、IL-6 と IL-13 は、ヘルパーT細胞 2型(Th2)細胞から産生さ
れるサイトカインである。これらのサイトカイン発現の低下を示したことから、
ABT 処置は Th1/Th2 応答バランスの不均衡を誘導する可能性が示唆された。以上
の結果より、ABT 処置により誘導される腸内細菌叢の構成変化が個体の免疫応答
に影響することが示唆された。 
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5. 小括 
 
本章では、抗生剤(ABT)処置したマウスの腸内細菌叢の構成の変化と、その変
化に伴うリンパ球への影響について解析した。本章の研究により以下の知見を
得た。 
 
マウスへの ABT 処置により、 
①  ABT 処置は、腸内総菌数は変化しないが Lactobacillus 選択培地で増殖
する菌が消失した。また、メタゲノム解析により Firmicutes と
Bacteroidetes 菌叢の構成比が逆転し Bacteroidetes が優勢菌となり、
それら菌の多様性も低下した。 
 
②  ABT群は、腸管付属リンパ組織のMLNと PP由来リンパ球におけるIFN-γ, 
IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17 ならびに TGF-β遺伝子発現
を低下させた。 
 
③  ABT 群は、脾細胞の CD3 陽性細胞を減少させる一方、CD19 陽性細胞の割
合を増加させた。それらT細胞のCon A刺激応答ではIFN-γ, IL-4, IL-6, 
IL-10, IL-13, IL-17 ならびに TGF-β遺伝子の発現が低下した。 
 
以上の結果より若齢マウスに対する抗生剤投与は、腸内細菌叢の構成変化と
その多様性の低下を誘導した。さらに、その抗生剤処置個体の脾細胞の CD3 陽
性細胞と CD19 陽性細胞の割合と Con A に対するサイトカイン応答の低下を誘導
することが明らかとなった。 
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第 2章 マウスにおける Lactobacillus 菌株投与による免疫機能への影響 
 
1. 序文 
 
プロバイオティクスは、1989 年に Fuller により“腸内常在菌のバランスを変
えることにより宿主に保健効果を示す生きた微生物”と定義された[16]。その
後“宿主に保健効果を示す生きた微生物を含む食品”として再定義された[60]。
現在、プロバイオティクスとして使用されている微生物の多くは乳酸菌である。
乳酸菌は、哺乳類の腸内細菌叢を構成する菌であり、生体の細菌叢バランスを
コントロールし、個体の免疫応答を活性化する[39]。 
近年の研究動向では、プロバイオティクスおよびその関連食品の安全性と機
能評価は、主として菌株レベルで科学的に検証されている[7]。すなわち、乳酸
菌のプロバイオティクス効果の一つ“免疫賦活化作用”は、菌種や菌株により
異なることが報告されている[12, 17]。その生体作用は、菌株により多様であ
ることが知られている。例えば、L. casei 菌のある株には、Th1 型の免疫応答
に関連する IL-12 や IFN-γの産生を誘導するものが存在する[37]。L. pentosus
の中には、IFN-γ産生を誘導する株や IL-4 産生を誘導する株が各々存在し、株
によりその作用が異なる[46]。 
乳酸菌プロバイオティクスと疾病に関しての報告では、アレルギー症状の軽
減や発生率を低下させる報告がある[44, 61]。プロバイオティクスとして研究
されている乳酸菌は、商業用発酵乳スターターなどの動物性食品由来の菌が主
であったが、近年植物性食品由来の乳酸菌も注目されている。その中の代表株
として、Lactobacillus plantarum が挙げられるが、L. plantarum は漬物など
植物を用いた発酵食品から高頻度に分離され、日本人に身近な乳酸菌である。
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その機能として、アレルギー性疾患に対し改善作用を有する報告がある[44, 49]。
それらの乳酸菌は、in vitro での Th1 や Th17 細胞の免疫活性化誘導性を有する
ことが報告されている[34]。 
第 1 章では、抗生剤(ABT)処置が Lactobacillus 生菌数を減少させ、腸内細菌
の優勢菌が Bacteroidetes に変化し、リンパ系細胞の免疫応答能に影響を及ぼ
す事を明らかにした。本章では、Lactobacillus に着目し、その ABT 処置マウス
に 3種の Lactobacillus 菌を投与しリンパ球系細胞の刺激応答性を比較した。 
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2. 材料・方法 
 
使用乳酸菌 
試験は、3種の Lactobacillus 菌株を使用した。その一つは、本研究室保存菌
株である Lactobacillus plantarum RGU Lp1 株 (特許第 5610472 号) (以下、Lp1)
を使用した。この菌株は発酵乳由来の乳酸菌であり IFN-γ産生を誘導する菌株
である。この対照として Lp1 株の同種の菌株である、標準菌株 Lactobacillus 
plantarum ATCC 14917T 株(以下、Lp14917)を使用した。また、当実験で用いた
健常 BALB/c マウスの腸内優勢菌種である Lactobacillus reuteri (以下、Lr)
を分離培養し実験に用いた。 
 
Lactobacillus 投与マウスモデルの作成 
Lactobacillus 投与マウスは、健康な BALB/c マウス(6 週齢)を第 1 章で述べ
た抗生剤(ABT)処置マウスを基に下記の要領で作成した。先ず始めに、ABT 処置
マウスは、前章と同様に ABT を 1 週間飲水投与した後、滅菌水道水と滅菌飼料
を 1 週間与えた。投与に用いた各 Lactobacillus 菌株は、10%スキムミルク(雪
印メグミルク株式会社、東京、日本)で培養後、6000 rpm、30 分間で遠心し菌体
を回収し、PBS を用いて洗浄後、下記要領で給与飼料と混合した。Lactobacillus
菌と滅菌粉末飼料（CE2、日本クレア株式会社、東京、日本）を重量 1:1 で混合
し Lactobacillus 菌混入飼料を作成した。各マウス群には、上記 Lactobacillus
菌飼料を1頭あたり1日108 CFUを 1週間給餌した。各Lactobacillus投与群は、
Lp1 群、Lp14917 群、または Lr 群とした。また、ABT 無処置で、乳酸菌非投与の
健康マウスを対照(CN)群として、上記マウスと同様の滅菌飼料と給水管理を行
った。抗生剤投与から2週間後(8週齢時)に剖検し、直腸便、腸間膜リンパ節(MLN)、
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パイエル板(PP)および脾臓を採取した。本研究は、酪農学園大学実験動物委員
会における動物倫理審査の承認(VH14A3)を受け遂行した。 
 
腸内細菌の培養法による生菌数解析 
糞便処理と培養法は、前章の記載に準じて実施した。培養に用いた選択培地
は、変法 LBS 寒天培地(日水製薬株式会社、東京、日本)、BS 寒天培地(日水製薬
株式会社)、DHL 寒天培地(日水製薬株式会社)、GAM 寒天培地(日水製薬株式会社)
とし、それぞれ 37℃で培養を行った。培養終了後、各寒天培地のコロニー数を
計測し、糞便 1 g 当たりの CFU を算出した。本研究で使用した培地で測定でき
る菌種は、変法 LBS 寒天培地は Lactobacillus 属菌、BS 寒天培地は
Bifidobacterium 属菌、DHL 寒天培地は大腸菌群、GAM 寒天培地は総嫌気性菌で
ある。 
 
サイトカイン遺伝子発現 
各マウス群から採取した MLN、PP ならびに脾臓からナイロンメッシュにて濾
過し塩化アンモニウム(0.8%)で溶血して PBS で洗浄し単核球細胞を得た。T細胞
の刺激応答を解析するために、脾細胞をコンカナバリン A (Con A) (3 μg/ml)
で 5時間刺激した。その後、細胞から RNeasy Mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
を用いて RNA を抽出した。得られた RNA から、First Strand cDNA Synthesis kit 
(Roche, Basel, Switzerland)を用いて、oligo dT プライマーにて cDNA を合成
した。測定したサイトカインは、以下の8種類（IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, 
IL-13, IL-17 ならびに TGF-β)で, 内在性コントロールとして Glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)を測定した。各遺伝子発現は、QuantiTect 
SYBR Green kit (QIAGEN)を用いて Light cycler (Roche)で解析した。得られた
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データは、GAPDH 遺伝子発現より標準化した。サイトカイン遺伝子発現を測定す
る た め に 用 い た PCR プ ラ イ マ ー は 、 IFN- γ , sense 5 ’
-TGAAAGCCTAGAAAGTCTGAATAA-3’, antisense 5’-GTTGTTGCTGATGGCCTGAT-3’: 
IL-6, sense 5’-CAGAGGATACCACTCCCAACA-3’, antisense 
5’-TGAATTGCCATTGCACAACT: IL-13, sense 5’-CCAGGGCTACACAGAAGTGC-3’: 
TGF-β, sense 5’-AGCCCTGTATTCCGTCTCCT-3’, antisense 
5’-CAATTCCTGGCGTTACCTTG-3’ and  GAPDH, sense 
5’-CGTGAGTGGAGTCATACTGAT-3’, antisense 5’-AACGGATTTGGCCGTATTG-3’ で
ある。IL-4 ,IL-10, IL-12,および IL-17 遺伝子発現は、 QuantiTect Primer 
Assays (QIAGEN)を用いて測定した。 
 
統計処理 
統計上の有意差検定は、Dunnett 法により ABT 群と各 Lactobacillus 投与群の
検定を行い、各 Lactobacillus 投与群間では Tukey-Kramer 法により検定を行い、
p値が 0.05 未満の場合は有意差があると判定した。 
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3. 結果 
 
腸内細菌叢の解析 
ABT処置後のLactobacillus投与による腸内細菌叢の変化を培養法により比較
した結果を表 2に示す。総嫌気性菌(総生菌数)の比較において、ABT 群は、9.1 ± 
0.3 log CFU/g、各 Lactobacillus 投与群は、Lp1 群が 9.4 ± 0.1 log CFU/g、
Lp14917 群が 9.2 ± 0.3 log CFU/g、Lr 群が 9.3 ± 0.1 log CFU/g となり、群
間に有意な差を認めなかった。Lactobacillus 属菌は、ABT 群では、第 1章の結
果と同様に検出されず、Lactobacillus 投与群においては、Lp1 群が 9.3 ± 0.1 
log CFU/g、Lp14917 群が 9.2 ± 0. log CFU/g、Lr 群が 9.2 ± 0.1 log CFU/g
となり、全てで検出され各群間に差は認められなかった。Bifidobacterium 属菌
は、ABT 群が 8.1 ± 0.3 log CFU/g、Lp1 群が 8.0 ± 0.2 log CFU/g、Lp14917
群が 7.9 ± 0.3 log CFU/g、Lr 群が 7.8 ± 0.4 log CFU/g となり、ABT 群と各
Lactobacillus投与群に差は認められなかった。大腸菌群は、ABT群が4.8 ± 0.5 
log CFU/g、Lp1 群が 4.9 ± 0.2 log CFU/g、Lp14917 群が 4.8 ± 0.2 log CFU/g、
Lr 群が 4.7 ± 0.3 log CFU/g となり、各群間に差は認められなかった。 
 
腸管リンパ器官組織のサイトカイン発現 
Lactobacillus 投与マウスにおける、MLN と PP 由来のリンパ球のサイトカイ
ン(IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17,ならびに TGF-β)遺伝子
発現を測定した結果を表 3 (MLN)および、表 4 (PP)に示した。MLN において、
Lactobacillus を投与した 3群は、ABT 群と比較して測定したすべてのサイトカ
イン発現が増加した。特に、Lp1 群において、IL-10 発現が ABT 群より有意に増
加した(p < 0.05)。Lp14917 群と Lr 群は、ABT 群と比較して TGF-β発現が有意
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に増加した(p < 0.05)。 
PP におけるサイトカイン遺伝子発現は、Lactobacillus 投与全群において、
IL-6、IL-10、ならびに IL-17 発現の増加が確認された。その中でも Lp1 群は、
ABT 群と比較して、IL-6 と IL-10 の発現が有意に増加した(p < 0.05)。 
 
脾細胞の Con A に対するサイトカイン応答 
Lactobacillus 投与群の Con A 刺激に対する脾細胞のサイトカイン応答の結果
を表 5に示す。ABT 群との比較において、Lp1 群は、測定したすべてのサイトカ
イン発現(IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, ならびに TGF-β)が増加
し、特に、IFN-γと IL-10 発現が有意に増加した(p < 0.05)。Lp14917 群と Lr
群も、測定した全てのサイトカイン発現が増加傾向を示したが、ABT 群に対する
有意差は認められなかった。 Lactobacillus 投与群間で比較すると、Lp1 群は、
他の投与群(Lp14917 群と Lr 群)と比較して、IFN-γ発現が有意に増加した(p < 
0.05、図 7)。 
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表 2. Lactobacillus 投与マウスの腸内細菌叢の構成（培養法） 
 
ABT 群 
(n=6) 
Lp1 群
(n=4) 
Lp14917 群
(n=4) 
Lr 群 
(n=4) 
Lactobacillus 属菌 検出限界以下 9.3 ± 0.1 9.2 ± 0.1 9.2 ± 0.1 
Bifidobacterium 属菌 8.1 ± 0.3 8.0 ± 0.2 7.9 ± 0.3 7.8 ± 0.4 
大腸菌群 4.8 ± 0.5 4.9 ± 0.2 4.6 ± 0.2 4.7 ± 0.3 
総嫌気性菌 9.1 ± 0.3 9.4 ± 0.1 9.2 ± 0.3 9.3 ± 0.1 
抗生剤処置(ABT)群と Lactobacillus 投与群(Lp1 群、Lp14917 群、および Lr 群)
の各群マウスの直腸便の生菌数を選択培地を用いて測定し、検出菌を log CFU/g
の平均±標準誤差(SE)とし表に示した。 
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表 3.  腸間膜リンパ節(MLN)のサイトカイン遺伝子発現 
 ABT 群 Lp1 群 Lp14917 群 Lr 群 
IL-12 0.47 ± 0.13 0.63 ± 0.31 1.39 ± 1.21 0.71 ± 0.47 
IFN-γ 0.40 ± 0.22 1.16 ± 1.09 0.81 ± 0.84 0.71 ± 0.62 
IL-4 0.52 ± 0.29 1.48 ± 0.97 0.94 ± 0.31 1.08 ± 0.35 
IL-6 0.37 ± 0.40 1.31 ± 0.50 1.65 ± 1.78 1.21 ± 0.41 
IL-13 0.76 ± 0.22 1.86 ± 0.83 1.88 ± 0.59 1.63 ± 0.45 
IL-17 0.55 ± 0.41 0.88 ± 0.18 0.99 ± 0.45 1.31 ± 0.89 
TGF-β 0.24 ± 0.10 0.80 ± 0.32 0.98 ± 0.41* 1.02 ± 0.49*
IL-10 0.66 ± 0.41 1.94 ± 0.67* 0.84 ± 0.34 0.71 ± 0.62 
MLN のサイトカイン発現をリアルタイム PCRにより測定し、GAPDH で標準化した。
数値は、対照(CN)群を 1とした時の相対発現量を示した(n=4)。* p < 0.05 (抗
生剤処置(ABT)群と各 Lactobacillus 投与群(Lp1 群、Lp14917 群、および Lr 群)
と比較) 
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表 4.  パイエル板(PP)のサイトカイン遺伝子発現 
 ABT 群 Lp1 群 Lp14917 群 Lr 群 
IL-12 0.82 ± 0.29 0.90 ± 0.50 0.76 ± 0.27 0.63 ± 0.32 
IFN-γ 0.53 ± 0.21 0.73 ± 0.37 0.43 ± 0.28 0.69 ± 0.58 
IL-4 0.84 ± 0.35 0.57 ± 0.21 0.37 ± 0.25 0.37 ± 0.24 
IL-6 0.16 ± 0.14 1.13 ± 0.49* 0.37 ± 0.26 0.36 ± 0.23 
IL-13 0.85 ± 0.46 1.20 ± 0.60 0.85 ± 0.50 0.92 ± 0.36 
IL-17 0.69 ± 0.34 0.92 ± 0.58 1.03 ± 0.21 0.88 ± 0.59 
TGF-β 0.90 ± 0.31 1.12 ± 0.58 0.87 ± 0.23 0.77 ± 0.07 
IL-10 0.38 ± 0.23 1.40 ± 0.38* 0.65 ± 0.42 0.70 ± 0.36 
PP のサイトカイン発現をリアルタイム PCRにより測定し、GAPDH で標準化した。
数値は、対照(CN)群を 1とした時の相対発現量を示した(n=4)。* p < 0.05 (抗
生剤処置(ABT)群と各 Lactobacillus 投与群(Lp1 群、Lp14917 群、および Lr 群)
と比較) 
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表 5.  コンカナバリン A (Con A)刺激による脾細胞のサイトカイン応答 
 ABT 群 Lp1 群 Lp14917 群 Lr 群 
IFN-γ 0.07 ± 0.02 1.06 ± 0.23* 0.24 ± 0.13 0.12 ± 0.03 
IL-4 0.53 ± 0.16 1.00 ± 0.51 0.86 ± 0.23 0.72 ± 0.20 
IL-6 0.16 ± 0.07 1.01 ± 0.34 1.44 ± 0.97 1.09 ± 0.99 
IL-13 0.05 ± 0.03 0.49 ± 0.19 0.29 ± 0.40 0.35 ± 0.33 
IL-17 0.61 ± 0.19 0.79 ± 0.10 0.97 ± 0.33 0.86 ± 0.34 
TGF-β 0.68 ± 0.42 0.96 ± 0.84 0.99 ± 0.34 1.01 ± 0.27 
IL-10 0.52 ± 0.14 0.99 ± 0.21* 0.52 ± 0.16 0.53 ± 0.13 
Con A を用いて刺激した脾細胞のサイトカイン発現をリアルタイム PCRにより測
定し、GAPDH で標準化した。数値は、対照(CN)群を 1とした時の相対発現量を示
した(n=4)。* p < 0.05 (抗生剤処置(ABT)群と各 Lactobacillus 投与群(Lp1 群、
Lp14917 群、および Lr 群)と比較) 
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図 7. Lactobacillus 菌株投与による脾細胞における IFN-γ発現 
Lactobacillus 菌株投与マウスの脾細胞を Con A で刺激しサイトカイン発現を測
定し、GAPDH で標準化した。縦軸は、対照(CN)群を 1とした時の相対発現量を示
した(n=4)。* p < 0.05 
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4. 考察 
 
プロバイオティクスとして使用される Lactobacillus 属菌は、腸内細菌叢の
改善や自然免疫機能の向上を期待して使用されている[64]。ABT 処置により、腸
内細菌叢が変化したマウスは、サイトカイン発現の低下や CD3 陽性細胞割合の
減少が確認された。そこで、第 2章では、これら ABT 処置マウスに Lactobacillus
菌株を投与し、そのマウスのリンパ球における刺激応答に対する影響を比較検
討した。 
本章における Lactobacillus 菌株は、L. plantarum Lp1 株、標準菌株 L. 
plantarum 14917T 株、およびマウス腸内に優勢菌種である L. reuteri を使用し
た。各菌株を ABT 処置マウスに投与後、直腸便中の Lactobacillus 属菌数を選
択培地で検出した。培養の結果、その菌数は ABT 未処置の健常マウスとほぼ同
菌数まで増加した。各 Lactobacillus 投与群における総嫌気性菌、
Bifidobacterium 属菌、大腸菌群の菌数においても、各群類似した菌数が検出さ
れ、Lactobacillus 属菌投与による生菌数変化は確認されなかった。従って本章
における乳酸菌投与は ABT 処置により減少した乳酸菌群の総菌数を補完するに
充分であり、また他の菌種の菌数に変動を与えていないことが推察された。 
Lactobacillus は、腸管の疾患である食物アレルギーや炎症性腸疾患の症状を
緩和するとの報告がある[35, 61]。第 1 章では、ABT 処置したマウスは、MLN、
PP のサイトカイン(IFN-γ,IL-4,IL-6,IL-10,IL-13,IL-17,ならびに TGF-β)発
現の低下を示した。それらマウスに、各 Lactobacillus 菌株を投与した 3群は、
ABT 群と比較して、MLN はすべてのサイトカイン発現、PP は IL-6、IL-10、なら
びに IL-17 発現が共通して投与群で発現が増強していた。特に、Lp1 群は MLN 中
の IL-10 発現が有意に増加した。PP においても同様に IL-6 と IL-10 の発現が有
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意に増加していた。これらの結果についての菌による作用機序は不明であるが、
Lactobacillus 投与が MLN および PP のサイトカイン産生に影響を与えることが
示された。今回、Lp1 群で発現増強された IL-10 は、炎症制御の役割を担う分子
である。腸管のリンパ器官における IL-10 産生は、腸管の免疫寛容において重
要な役割をもつことから[59]、Lp1 株は、腸管免疫応答を調整する可能性が推察
された。 
次に、Con A 刺激した脾細胞のサイトカイン発現を調べると、Lp1 群と他の乳
酸菌投与群(Lp14917 株、あるいは Lr 株)では異なる結果を示した。Lp1 群は、
IFN-γと IL-10 発現が他の投与群と比べ有意に上昇した。両サイトカインの生
体における役割のうち IFN-γは、ヘルパーT細胞 1型(Th1 型)の免疫応答により
産生され、細胞性免疫を活性化する。また、ヘルパーT細胞 2型(Th2 型)免疫の
過剰応答により引き起こされるアレルギー性喘息において、IFN-γは Th2 型応
答を制御しアレルギー症状の緩和をする[42]。一方、IL-10 は炎症反応を制御す
る作用が報告されている[41]。今回得られた知見は、リンパ球系細胞の刺激応
答性が Lactobacillus の菌株により異なることを示し、Lp1 株投与は、IFN-γや
IL-10 発現の増加をともなって生体の免疫応答に影響する可能性が示唆された。
Lactobacillus の免疫賦活化効果は、その構成成分である細胞壁成分が作用する
ことが明らかとなっている。L. plantarum のテイコ酸がマクロファージに取り
込まれ IL-10 産生を促進することや[29]、L. johnsoni 由来のペプチドグリカン
がマクロファージによる IL-12 産生応答を抑制することが報告がされている
[62]。本研究では、Lactobacillus 菌体全体を経口投与した時の結果であり、菌
体のどの成分が作用したかどうかは不明であるが、Lp1 株投与による脾細胞の
IFN-γと IL-10 応答の増強効果があることが示唆された。 
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5. 小括 
 
第 2 章では、抗生剤処置(ABT)マウスに 3 種の Lactobacillus を経口投与した
結果、以下の知見を得た。 
 
① Lactobacillus 投与は、ABT 群と比較して腸間膜リンパ節(MLN)やパイ
エル板(PP)における IL-6、IL-10 ならびに IL-17 発現を増加させ、
その発現程度は菌株により異なる事が確認された。特に、Lp1 投与
群は、他の菌株投与群と比べ、IL-10 発現が有意に増加した。 
 
② Lactobacillus 投与群間における Con A 刺激による脾細胞は、IFN-γ
と IL-10 発現の有意な増加が Lp1 投与群で確認された。 
 
以上の結果より、腸内細菌叢の変化は、腸管近傍のリンパ組織器官のみなら
ず、脾臓におけるサイトカイン発現に影響を与えることが示唆された。さらに、
Lactobacillus 菌株の種類により宿主への免疫応答能が異なることを明らかに
した。 
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第 3章 腸内細菌叢の構成変化と炎症応答への影響 
 
1. 序文 
 
先進国においてアトピー性皮膚炎、食物アレルギー、喘息といったアレルギ
ー疾患の発症率は増加し、先進国の人口の約 30～40%に達しており、大きな社会
問題となっている[51]。 
腸内細菌叢の構成は、アレルギー性疾患や炎症性疾患の発生率と相関するこ
とが指摘されている[8, 53]。そのため、腸内細菌叢の構成や機能に有益な影響
を与えるプロバイオティクスはアレルギー疾患の改善に対する適用が期待され
ている。プロバイオティクス投与による腸内細菌叢の改善は、消化管の炎症や
食物アレルギーを抑制することや[37, 61, 63]、肺炎症やアトピー性皮膚炎な
どに対しても炎症抑制作用を有することが報告されている[26, 58]。 
アレルギー疾患とは後天的な免疫異常に起因し、またアレルギー性鼻炎や花
粉症のようなⅠ型アレルギーはアレルギー抗原に対し主にヘルパーT 細胞 2 型
(Th2)細胞の過剰な免疫反応によって引き起こされる[33, 56]。これらのⅠ型ア
レルギー疾患に対し、インターフェロン(IFN)-γを産生するヘルパーT細胞 1型
(Th1)細胞やIL-10や TGF-βを産生し免疫制御の役割を担う制御性T細胞の免疫
応答が症状緩和に関与する報告があり[15, 42]、気管支喘息の患者において、
主にインターロイキン(IL)-17 産生する Th17 細胞の応答は病態形成に関連して
いる報告がされている[2, 40]。以上のことから、Th2 細胞の過剰な反応は、自
己免疫疾患や気管支喘息のアレルギー疾患の発病の背景因子として関与してい
る[1]。第 1 章と第 2 章において、抗生剤(ABT)処置により腸内細菌叢の変化し
たマウスは、CD3 陽性細胞の割合と Con A に対するリンパ球の反応性が異なり、
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T 細胞が産生するサイトカイン(IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17,な
らびに TGF-β)発現が減弱することが示された。また、その個体に乳酸菌
Lactobacillus plantarum Lp1 株を投与すると IFN-γや IL-10 発現が増加する
ことが確認された。以上のことから、腸内細菌叢の構成が T 細胞の刺激応答に
影響を与えることが示された。しかし、ABT 処置による抗原特異的な炎症誘導や
リンパ球の応答性変化については不明である。そこで本章では、ABT 処置により
腸内細菌叢の構成を変化させたマウスを用いて、卵白アルブミン(OVA)による肺
炎症を誘導させ、その炎症程度の変化と乳酸菌投与による肺炎症の制御につい
て検討した。 
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2. 材料・方法 
 
ABT 処置マウスと乳酸菌投与 
腸内細菌叢の異なるモデルマウスは、前章と同様の方法で作成した。マウス
は、滅菌ケージ、滅菌床敷き、滅菌水道水、および滅菌飼料で管理した。マウ
スは、ABT 処置を 1週間、自由飲水にて投与した後、滅菌水道水と滅菌飼料を実
験期間中与えた。試験に用いた乳酸菌は、前章で述べた 3 種の Lactobacillus
菌株を使用した。乳酸菌投与マウスは、ABT 処置後各 Lactobacillus 菌飼料を 1
頭あたり 1日 108 CFU 以上になるよう実験期間中給餌した（第２章の方法に準ず
る）。各投与マウス群は、Lp1 群、Lp14917 群、ならびに Lr 群とした。ABT 群は、
ABT 処置後乳酸菌を投与せずに飼育した群であり、対照マウス(以下、CN 群)は
ABT 処置をせず滅菌水道水と滅菌飼料を期間中投与した。本研究は、酪農学園動
物実験委員会の承認（VH14A3）を受けて実施した。 
 
卵白アルブミン(OVA)誘導性肺炎症モデル 
OVA 誘導性肺炎症モデルは、既報の方法に従い乳酸菌投与開始後 1週間からマ
ウスに OVA を免疫して作成した[21]。方法は、OVA (OVA grade V, Sigma Aldrich, 
Zwijndrecht, The Netherlands) 0.1 mg と水酸化アルミニウム (Pierce, Perbio 
Science Nederland, Etten-Leur, The Netherlands) 20 mg を PBS 1 ml に溶解
し、1 週間間隔で 2 回、マウス 1 頭あたり 0.1 ml 腹腔内注射した。免疫処置の
2 週間後、OVA 20 µl (OVA 0.2 mg/20 µl)を 2 日おきに 3 回マウスの鼻腔内に
投与し、肺への炎症誘導を行った。3回目の炎症誘導後から 3日後に、肺と肺胞
洗浄液(BALF)細胞を採材した。 
 
41 
 
肺の病理組織学的評価 
採材した肺は、20%ホルマリン PBS で 20 時間固定した後、70%エタノールに浸
漬し、パラフィン包埋した。パラフィン包埋組織は、ミトクロームにより厚さ
1.5 µm に薄切し、2% 3-aminopropyltriethoxysilane (信越化学工業株式会社、
東京、日本)で被覆したスライドガラスに載せ、パラフィン切片を作成した。パ
ラフィン切片は、脱パラフィン後、定法に従いヘマトキシリン・エオジン(HE)
染色を行った。HE 染色後の標本を用い鏡検を実施した。評価は、気管支周囲の
炎症性細胞の浸潤と病変形成から、軽度な炎症レベルを 1、中レベルを 2、重症
レベルを 3として、病変をスコア化し評価した（図 8）。 
 
OVA 抗原特異的サイトカイン応答 
 上記の OVA 肺炎症誘導と同様の方法で ABT 処置乳酸菌投与マウスに OVA 免疫
を行った。これらマウスにおける OVA 抗原特異的なサイトカイン遺伝子発現を
測定するために、最終免疫 2 週間後に各マウスから、脾臓と気管支リンパ節を
採材した。各組織から回収したリンパ球 (105)に OVA 抗原(1 µg/ml)を 5 時間刺
激し、刺激後のリンパ球のサイトカイン遺伝子発現を以下の方法で測定した。 
 
サイトカイン遺伝子発現の測定 
OVA 炎症誘導 8日後の BALF 細胞、ならびに OVA 刺激リンパ球から RNeasy Mini 
kit (QIAGEN, Hilden, Germany)により RNA を抽出した。得られた RNA から、First 
Strand cDNA Synthesis kit(Roche, Basel,  Switzerland)を用いて、oligo d(T)
プライマーにて cDNA を合成した。各サイトカイン(IFN-γ, IL-1β, IL-4, IL-6, 
IL-10, IL-13, IL-17, TGF-β,腫瘍壊死因子(TNF)-αならびに内在性コントロ
ールとして GAPDH)の mRNA の発現を、QuantiTect SYBR Green kit (QIAGEN)を用
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いて Light cycler (Roche)で解析した。得られたデータは、GAPDH 遺伝子発現
より標準化した。サイトカイン遺伝子発現を測定するために用いた PCR プライ
マ ー は 、 IFN-γ, sense 5’-TGAAAGCCTAGAAAGTCTGAATAA-3’, antisense 
5’-GTTGTTGCTGATGGCCTGAT-3’: IL-1β, sense 5’-CCCAGGTCAAAGGTTTGGAA-3’, 
antisense 5’-TCCTTGTGCAAGTGTCTGAAG-3’: IL-6, sense 
5’-CAGAGGATACCACTCCCAACA-3’, antisense 5’-TGAATTGCCATTGCACAACT: IL-13, 
sense 5’-CCAGGGCTACACAGAAGTGC-3’: TGF-β, sense 
5’-AGCCCTGTATTCCGTCTCCT-3’, antisense 5’-CAATTCCTGGCGTTACCTTG-3’ and  
GAPDH, sense 5’-CGTGAGTGGAGTCATACTGAT-3’, antisense 
5’-AACGGATTTGGCCGTATTG-3’ である。IL-4, IL-10, IL-17、および TNF-α遺
伝子発現は、QuantiTect Primer Assays を用いて測定した。 
 
統計処理 
統計上の有意差検定は、CN 群と ABT 群の群間は、Student’s t-test で行い、
多重比較において、ABT 群と各 Lactobacillus 投与群の群間は、Dunnett 法、ま
た、Tukey-Kramer 法により検定し、p値が 0.05 未満の場合は有意差があると判
定した。 
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3. 結果 
 
肺組織の病理学的炎症評価 
 OVA 誘導性肺炎症モデルマウスにおける炎症スコアの結果を図 9に示す。肺組
織の炎症スコアは、CN 群では 1.1 ± 0.6、ABT 群では 2.4 ± 0.5 となり、ABT
群で有意に増加した(p < 0.05)。Lactobacillus投与群では、Lp1群は1.0 ± 0.6、
Lp14917 群は 2.0 ± 0.4、Lr 群は 2.1 ± 0.2 となり、ABT 群と比較して、Lp1
群でのみ有意なスコア低下が確認された(p < 0.05)。 
 
BALF 細胞中の炎症性サイトカイン発現 
 炎症個体の BALF 細胞中の炎症性サイトカインの結果を表 6 に示す。CN 群の
BALF 細胞における IL-1β発現は、炎症スコアが高い数値を示した ABT 群を 1と
した場合、その相対発現量は 0.3 ± 0.3 となり ABT 群より減少した。
Lactobacillus 投与した場合の相対発現量は、Lp1 群が 0.2 ± 0.1、Lp14917 群
が 0.6 ± 0.3、Lr 群が 0.8 ± 0.4 となり、ABT 群と比較した場合、Lp1 群のみ
有意な減少が認められ、炎症スコアの低下と同様の傾向を示した(p < 0.05)。
IL-6 の相対発現量は、CN 群が 0.7 ± 1.9、Lp1 群が 0.9 ± 0.6、Lp14917 群が
1.1 ± 0.5、Lr 群が 1.0 ± 0.5、TNF-αの相対発現量は、CN 群が 1.5 ± 0.9、
Lp1 群が 1.9 ± 2.1、Lp14917 群が 1.6 ± 1.1、Lr 群が 2.6 ± 1.8 となり、両
遺伝子共に各群間に有意な差は認められなかった。 
炎症スコアと BALF 細胞中のサイトカイン遺伝子発現の相関係数を表 5に示す。
炎症スコアとIL-1βの相関係数は0.604となり有意な正の相関が認められたが、
他のサイトカインとは相関は確認できなかった(p < 0.01)。 
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OVA 特異的サイトカイン応答 
 免疫マウスの脾細胞における OVA 抗原特異的なサイトカイン(IFN-γ, IL-4, 
IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, ならびに TGF-β)遺伝子発現を測定した結果を表
7、気管支リンパ節において測定した結果を表 8に示す。ABT 群は、CN 群と比較
し、脾細胞で IL-13 と IL-17 発現が増加し、気管支リンパ節で IL-6、IL-13 と
IL-17 発現が増加した。特に、脾細胞の IL-13 発現と気管支リンパ節の IL-6 発
現は有意に増加した(p < 0.05)。 
 Lactobacillus 投与群と ABT 群の比較において、Lp1 群では、脾細胞で IL-13
発現が有意に減少し、IL-10 発現が有意に増加した(p < 0.05)。気管支リンパ節
では、IL-6 発現が有意に減少し、また IL-10 発現が有意に増加した(p < 0.05)。
Lactobacillus 投与群間で比較において、Lp1 群は、他群と比較して有意に IL-10
発現が増加した(p < 0.05、図 10)。 
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A.                                 B. 
 
C.                                  D. 
 
図 8. 肺組織の病理組織学的評価スコア 
肺組織における気管支周囲の炎症性細胞の浸潤の様相から軽度、中程度、重
症の 3 つに分類した。それぞれのスコアは軽度を 1、中程度を 2、重症を 3 とし
た。それぞれ A：健常個体の組織、B：OVA 誘導により軽度炎症を示した、C：OVA
誘導により中程度炎症を示した、D：OVA 誘導により重症を示した。 
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図 9. OVA 誘導性肺炎症における炎症スコア 
肺組織における気管支周囲の炎症性細胞の浸潤程度から、軽度を1、中程度を2、
または重症を 3 として、病変をスコアし、各群のスコア平均値を示した(n=4)。
* p < 0.05 
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表 6. 肺胞洗浄液(BALF)細胞中のサイトカイン遺伝子発現と炎症スコアに対す
る相関係数 
 ABT 群 Lp1 群 Lp14917 群 Lr 群 相関係数 
IL-1β 2.84 ± 1.06 0.49 ± 0.37* 1.63 ± 0.95 2.20 ± 1.20  0.604** 
IL-6 1.41 ± 1.87 1.24 ± 0.90 1.54 ± 0.68 1.34 ± 0.70  0.003 
TNF-α 0.67 ± 0.23 1.29 ± 1.41 1.04 ± 0.72 1.73 ± 1.23 -0.180 
BALF 細胞中の各サイトカイン遺伝子発現をリアルタイム PCR により測定し、
GAPDH 発現で標準化した。対照(CN)群を 1とした時の相対発現量を示した。 
* p < 0.05, ** p < 0.01 (抗生剤処置(ABT)群と Lactobacillus 投与群(Lp1 群、
Lp14917 群、および Lr 群)の比較) 
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表 7. 脾細胞の OVA 抗原特異的サイトカイン遺伝子発現 
 ABT 群 Lp1 群 Lp14917 群 Lr 群 
IFN-γ 2.84 ± 1.73 1.95 ± 1.16 1.32 ± 0.31 1.36 ± 0.65 
IL-4 1.23 ± 0.41 1.31 ± 0.68 1.26 ± 0.82 1.41 ± 0.63 
IL-6 1.43 ± 0.27 0.64 ± 0.31 1.21 ± 0.66 1.37 ± 1.01 
IL-13 9.99 ± 2.33** 1.73 ± 0.85* 10.71 ± 6.29 11.07 ± 4.8 
IL-17 2.69 ± 1.14 1.44 ± 0.63 3.39 ± 1.22 2.66 ± 0.47 
TGF-β 1.06 ± 0.52 1.04 ± 0.54 0.79 ± 0.46 1.29 ± 0.65 
IL-10 0.50 ± 0.17 2.25 ± 0.94* 0.40 ± 0.25 0.44 ± 0.35 
OVA により免疫したマウスの脾細胞を in vitro で OVA 抗原と再刺激しサイトカ
イン遺伝子発現を測定し、GAPDH 発現で標準化した。数値は、対照(CN)群を 1と
した時の相対発現量を示した(n=4)。* p < 0.05, ** p < 0.01 (抗生剤処置(ABT)
群は CN 群と比較、Lactobacillus 投与群(Lp1 群、Lp14917 群、および Lr 群)は
ABT 群と比較) 
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表 8. 気管支リンパ節の OVA 抗原特異的サイトカイン遺伝子発現 
 ABT 群 Lp1 群 Lp14917 群 Lr 群 
IFN-γ 1.22 ± 0.34 1.42 ± 0.85 1.08 ± 0.08 1.00 ± 0.69 
IL-4 1.42 ± 0.78 0.99 ± 0.74 1.23 ± 0.27 0.96 ± 0.25 
IL-6 2.99 ± 1.10* 1.03 ± 0.52* 2.13 ± 0.88 3.13 ± 1.39 
IL-13 1.97 ± 0.68 0.81 ± 0.24 2.55 ± 0.80 1.76 ± 0.71 
IL-17 2.70 ± 1.40 0.98 ± 0.59 2.54 ± 1.33 2.60 ± 1.21 
TGF-β 0.86 ± 0.48 0.69 ± 0.23 0.65 ± 0.46 0.60 ± 0.15 
IL-10 0.37 ± 0.11 2.58 ± 0.96* 0.60 ± 0.24 0.57 ± 0.23 
OVA により免疫したマウスの気管支リンパ節を in vitro で OVA 抗原と再刺激し
サイトカイン遺伝子発現を測定し、GAPDH 発現で標準化した。数値は、対照(CN)
群を 1 とした時の相対発現量を示した(n=4)。* p < 0.05 (抗生剤処置(ABT)群
は CN 群と比較、Lactobacillus 投与群(Lp1 群、Lp14917 群、および Lr 群)は ABT
群と比較) 
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図 10. 脾細胞と気管支リンパ節の OVA 特異的 IL-10 遺伝子発現 
OVA により免疫したマウスの脾細胞と気管支リンパ節を in vitro で OVA 抗原と
再刺激しサイトカイン遺伝子発現を測定し、GAPDH 発現で標準化した。数値は、
対照(CN)群を 1とした時の相対発現量を示した(n=4)。* p < 0.05 (Lactobacillus
投与群(Lp1 群、Lp14917 群、および Lr 群)と抗生剤処置(ABT)群と比較) 
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4. 考察 
 
腸内の細菌叢構成の変化がアレルギー疾患患者に認められる研究報告がある
[4, 20, 52, 57]。それらの背景は、抗生剤の投与や食生活の変化が要因の一つ
として腸内細菌が乱れることが指摘され、その菌叢改善を目的としたプロバイ
オティクスが利用されるようになった。その中で、プロバイオティクスとして
利用されている Lactobacillus は、幾つかの株でアレルギー性炎症疾患に対し
症状の抑制効果を有する事が報告されている[35, 37, 44, 61]。 
第 1 章において、抗生剤(ABT)処置されたマウスのリンパ球は Con A 刺激によ
るサイトカイン発現が低下することを明らかとした。第 2章では、ABT 処置マウ
スに Lactobacillus 投与すると、発現低下したサイトカインが回復し、その反
応は株特異的であることが示された。特に Lp1 株の投与が、IFN-γと IL-10 の
発現を有意に増加させることが明らかとなった。これらの知見は、腸内細菌叢
の構成がリンパ球のサイトカイン発現に影響することを示唆するものであった。
そこで第 3章では、ABT 処置マウスの OVA 誘導性肺炎症に対する炎症応答を比較
し、それらのマウスに乳酸菌を投与した場合の影響を検証した。 
 OVA 刺激による肺炎症モデルマウスの病変スコアの比較において、ABT 群は CN
群と比べ病変が重症化した。一方で、Lactobacillus 投与した Lp1 投与群は、病
変スコアの減少が確認された。炎症スコアを群間で比較すると、CN 群と Lp1 群
で IL-1βの遺伝子発現が低下しており、炎症スコアと正の相関が認められた。
また、Lp1 群における IFN-γと IL−10 の発現が増加したことから、抗原に対す
る免疫応答が Th1 系にシフトし、IL-10 発現に伴う炎症制御作用が働いた可能性
が推察される。 
 抗原特異的サイトカイン遺伝子発現誘導が乳酸菌投与により影響を受けるか
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否かを検討した結果、炎症症状の強かった ABT 群では、リンパ系組織において
IL-6、IL-13 ならびに IL-17 発現の増加傾向が認められた。IL-6 と IL-13 は、
Th2 系のサイトカインであり、喘息などのアレルギー疾患のエフェクターサイト
カインとされ、炎症の際、粘液の分泌および気道圧の上昇を誘導することが知
られている[18]。IL-17 は、気道性喘息の病態生理に重要な役割を果たしており、
気道炎症存在下における肺への好中球集積誘導や気道平滑筋への直接作用によ
る気道過敏症の誘導が報告されている[40]。本研究における OVA 誘導性肺炎モ
デルでは、ABT群における炎症スコアと抗原特異的なIL-6、IL-13、ならびにIL-17
発現が高いことから、OVA 抗原がそれらサイトカイン発現を誘導し炎症スコアを
高くしたことが示唆された。興味深いことに、Lactobacillus 投与群間で比較す
ると Lp1 群では、炎症スコアが減少しそれらマウスの IL-6 と IL-13 発現が有意
に減少し、IL-17発現も減少傾向を示した。特にIL-17発現減少は、Lactobacillus
の経口投与により IL-17 を産生する Th17 細胞が減少し、自己免疫性疾患を改善
する報告と一致する結果であった[73]。Lp1 株のみの経口投与による炎症制御が
生じたことから、株特異的な乳酸菌の作用により宿主の免疫機能が修飾される
ことが推察された。 
IL-10 は、免疫抑制を誘導するサイトカインであり、炎症に対し制御的に作用
することが知られている[41]。本章において、Lp1 群は、他群と比べ、脾細胞と
気管支リンパ節における IL-10 発現を有意に増加させた。IL-10 が、Th2 細胞の
機能を阻害することによりサイトカイン応答を制御し、抗原特異的な免疫応答
や炎症反応を抑制してアレルギー性炎症の病態を改善する報告があり[15]、抗
原特異的な IL-10 発現の増強が本章の結果で示した Lp1 群の炎症スコア低下に
影響したことが示唆された。 
 Lactobacillus の免疫応答に対する作用は、生菌だけではなく菌由来の核酸が
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免疫機能に作用することも明らかとなっている。Lactobacillus 由来の DNA の経
口投与が腸炎の症状改善に有効であることや[55]、Ｌ. gasseri 由来の RNA が
CD4陽性T細胞の活性を抑制する報告ある[76]。免疫修飾作用に関する報告では、
Lactobacillus を含む乳酸菌由来の RNA が樹状細胞からの IFN 産生を誘導し、腸
炎に対し抗炎症作用を有することが報告されている[69]。本研究における Lp1
株投与による炎症抑制効果は、Lp1 株の核酸が作用した可能性が考えられる。ま
た、メタゲノム解析において、ABT 群は、Lactobacillaceae が CN 群と同比率の
核酸の存在が認められたが、炎症悪化がみられた。今後の課題として、
Lactobacillus の有する抗炎症作用をより詳細に解析するために、
Lactobacillus のどの成分が炎症応答に関与するか明らかにすることが必要と
考えられる。 
 以上、本章の結果から、ABT 処置による腸内細菌叢の構成変化は、OVA 誘導性
肺炎症病態を悪化させることが明らかとなった。また、乳酸菌投与は、菌株特
異的に OVA 刺激応答バランスを調整し肺炎症における病態悪化を制御すること
が示された。Lp1 株の経口投与は、抗原特異的な炎症に関わる IL-6、IL-13、な
らびに IL-17 発現の制御とともに IL-10 の発現増加を介して抗原特異的な炎症
抑制作用を制御することが示唆された。 
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5. 小括 
 
第 3 章では、抗生剤(ABT)処置により腸内細菌叢の構成を変化させたマウスモ
デルに卵白アルブミン(OVA)による肺炎症を誘導させ、その炎症変化を乳酸菌投
与により制御されるか否かを調べ、以下の知見を得た。 
 
① ABT 群において、OVA 抗原特異的な IL-6、IL-13、ならびに IL-17 発
現の増加を伴う炎症スコアの増加が有意に認められた。 
 
② Lactobacillus 投与は、ABT 群の炎症を制御した。特に Lp1 株投与は
OVA 抗原特異的な IL-6、IL-13、ならびに IL-17 発現の減少と IL-10 発
現の増加を伴う炎症抑制に寄与した。 
 
以上の結果より、ABT 処置による腸内細菌叢の構成は、OVA 誘導性肺炎症の炎
症病態を悪化させることが示された。Lp1株の投与は、炎症憎悪に関与するIL-6、
IL-13、ならびに IL-17 発現の制御と IL-10 発現の増加に伴う炎症制御作用を有
することが示された。 
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総括 
 
本論文では、腸内細菌叢の構成の変化に伴う免疫応答への影響についてマウ
スモデルを用いて解析し、以下の結果を得た。 
 
第 1 章では、腸内細菌叢は、複合抗生剤(ABT)投与によりその優勢菌が
Firmicutes から Bacteroidetes へ逆転し、細菌叢の多様性が約 30%減少するこ
とを示した。その変化は、脾細胞の Con A に対するサイトカイン応答性を低下
させることを明らかにした。 
第 2章では、Lactobacillus 菌株の違いによる免疫応答性を比較検討した。そ
の中で ABT 処置したマウスに Lactobacillus plantarum Lp1 株を経口投与する
と、脾細胞の Con A 刺激下における IFN-γと IL-10 発現が有意に増加した。ま
た、その現象は菌株特異的な現象であった。本結果は、機能性乳酸菌(Lp1)投与
が脾細胞のサイトカイン発現に影響を与えることを明らかにした。 
第 3章では、腸内細菌叢の構成変化と炎症応答への影響を検討した。OVA 誘導
性肺炎症モデルにおいて、ABT 処置は、炎症を悪化させたが Lp1 投与により炎症
緩和が確認された。その炎症制御には、IL-6、IL-13、ならびに IL-17 発現制御
と IL-10 発現増加が関与した。以上の知見から Lp1 株は、経口投与により炎症
性サイトカイン発現制御を伴う免疫調節機能を有することが示された。 
 
本研究により、ABT 投与は腸内細菌叢の構成を変化させ、宿主免疫応答に影響
を与えることが明らかになった。また、腸内細菌叢の構成変化は、炎症を悪化
させる可能性があり、それを改善する乳酸菌として Lactobacillus plantarum 
Lp1 株の投与が効果的であることが示された。抗炎症作用は、Lp1 菌株特異的な
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作用であり、今後のプロバイオティクスの臨床応用の可能性が期待され、作用
成分を明らかにすることでさらに詳細な機能解析や応用に発展することが期待
される。 
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